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(54) Bezeichnung: RIBOZYM-BIBLIOTHEK, IHRE HERSTELLUNG UND IHRE VERWENDUNG 



(57) Abstract 



The object of the invention is to allow the production of optimum ribozymes for any desired target sequence. It should be possible to 
effectively express and use in vivo these ribozymes, preferably to identify and neutralise genes for the treatment of diseases. The invention 
has applications in molecular biology, genetic engineering and medicine. For that purpose, a ribozyme library is constructed that contains 
10^-lC ribozyme genes in an optimised expression cartridge. The ribozyme genes consist of a central Hammerhead structure having a 
defined sequence flanked by sequences with a random series of bases. The sequences located on both sides of the Hammerhead structure 
preferably contain 6-13 nucleotides. In order to use this ribozyme library, it is incubated with a material containing the desired target 
sequence, the thus obtained split products are identified and the ribozymes responsible for the splitting are isolated. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung hat das Ziel, die Bereitstellung optimaler Ribozyme fiir beliebige Zielsequenzen zu ermGglichen. Diese Ribozyme sollen 
effektiv exprimierbar und in vivo einsetzbar sein, vorzugsweise fUr die Indentifizierung und zum Abschaltcn von Genen bci Erkrankungen. 
Anwendungsgebiete der Erfindung sind die Molekularbiologie, die Gentechnik und die Medizin. ErfindungsgemSB wird eine Ribozym- 
Bibliothek aufgebaut, die in einer opUmierten Exprcssionskasscue 10^-10^' Ribozym-Gene enthait. Diese Ribozym-Gene bestehen aus einer 
zentralen Hammerhead-Struktur definierter Sequenz und flankierenden Sequenzen zuf^lliger Basenfolge. Die flankiercnden Sequenzen auf 
beiden Seiten der Hammeriiead-Struktur umfassen bevorzugt 6-13 Nukleotide. Die Verwendung dicser Ribozym-Bibliothek crfolgt durch 
Inkubation mit dem die gewunschte Zielsequenz cnthaltenden Material Identifizierung der erhaltencn Spaltproduktc und Isolierung der fiir 
die Spaltung verantwortlichen Ribozyme. 
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Ribozym-Bibliothek , ihre Herstellung und ihre Verwendung 
Beschreibung 

Die Erfindung betrifft eine Ribozym-Bibliothek, ihre Herstellung 
und Verwendung. Anwendungsgebiete der Erfindung sind die 
Molekularbiologie , die Gentechnik und die Medizin. 

Die Inaktivierung von Genf unktionen durch reverses genetisches 
Material ist die wichtigste Methode , um bestimmte Gene 
abzuschalten. Das ist von groBer Bedeutung zur Bekampfung von 
inf ektiosen und anderen, durch Storung der Genexpression 
bedingten Krankheiten( einschlieSlich AIDS) . Eine Genfunktion 
kann in verschiedenen Ebenen auBer Kraft gesetzt werden: durch 
homologe Rekombination auf der DNA-Ebene, durch Antisense- 
Nukleinsauren Oder Ribozyme auf der RNA-Ebene oder durch 
Antikorper auf der Proteinebene. In der praktischen Umsetzung 
haben alle 4 Moglichkeiten Vor- und Nachteile . Fiir eine 
therapeutische Anwendung scheint nur die RNA-Inaktivierung durch 
Antisense-Molekiale oder durch Ribozyme durchf iihrbar zu sein . 
Beide Verbindungsklassen konnen durch chemische Synthese oder in 
Verbindung mit einem Promoter durch biologische Expression in 
Vitro Oder sogar in vivo hergestellt werden. Das Prinzip der 
katalytischen Selbstspaltung von RNA-Molekulen und der Spaltung 
in trans hat sich in den letzten lo Jahren gut etabliert . 
Innerhalb der RNA-Molekiile mit Ribozym-Aktivitat sind die 
Hammerhead-Ribozyme am besten charakterisiert . Nachdem gezeigt 
worden ist, daB Hammerhead-Strukturen in heterologe RNA- 
Sequenzen integriert werden und dadurch die Ribozym-Aktivitat 
auf dieses Molekul ubertragen konnen, scheint es naheliegend, 
daB katalytische Antisense-Sequenzen fur fast jede Zielsequenz 
mit einem iibereinstimmenden Spaltort vorgesehen werden konnen. 

Das Grundprinzip der Ribozym-Ausstattung ist sehr einfach: Man 
wahlt eine interessierende Region der RNA aus, die das Triplett 
GUC (bzw, cue) enthalt, nimmt 2 Oligonukleotid-Strange mit je 6- 
8 Nukleotiden und fugt die katalytische Hammerhead-Sequenz 
dazwischen ein , 
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Molekule dieser Art wurden fiir zahlrei che Zielsequenzen 
synthetisiert , sie zeigten katalytische Aktivitat in vitro und 
in manchen Fallen auch in vivo. Die besten Ergebnisse wurden mit 
kurzen Ribozymen und Zielsequenzen erzielt. Eine aktuelle 
Herausf orderung fur die in vivo-Anwendung ist die Konstruktion 
von Ribozymgenen , die eine kontinuierliche Expression des 
Ribozyms in einer bestimmten Zelle erlauben(Bertrand, £• et al, 
/1994/ Nucleic Acids Res. 22, 293-300). 

Es gibt 5 potentielle Grunde, die eine bef riedigende Funktion 
von expriiaierten Ribozymen innerhalb des komplexen Zellmilieus 
behindern. 

1. Innerhalb der Zelle existiert das mRNA-Substrat vermutlich in 
einer stark gef alteten Struktur , die auBerdem noch durch an 
Teile der Struktur gebundene Proteine geschutzt sein kann. Das 
Tref fen von zuganglichen Orten innerhalb des Substrates zur 
Hybridisierung mit den komplementaren f lankierenden Regionen des 
Ribozyms ist eine Frage der aktuellen Wahrscheinlichkeit . 
Computergestutzte Vorhersagen von moglichen thermodynamisch 
stabilen Sekundarstrukturen konnen fiir die Suche nach Loop- 
Regionen ohne Basenpaarung nutzlich sein, aber die 
physiologische Relevanz dieser Konf ormationsmodelle ist noch 
unsicher • 

2. Da die Ziel-mRNA sofort aus dem Zellkern heraustransportiert 
wird, muB das Ribozym muB auch in das Zytoplasma ubergehen, 
bevorzugt auf dem selben Wege. Es ist jedoch schwierig, eine 
Kolokalisation von Ribozymen und ihrem Substrat zu erreichen. 

3. Der Einsatz von Ribozymen in vivo erfordert die Einfiigung von 
Ribozymgenen in geeignete Expressionskassetten . Die Trans- 
kription dieser Konstrukte kann mRNAs produzieren, in denen die 
zentrale katalytische Sekundarstruktur der Ribozyme durch 
andere, stabilere Basenpaarungen innerhalb der nichtkomple- 
mentaren f lankierenden Sequenzen verdrangt wird. 

4. Ein UberschuB ( 100-lOOOf ach ) an Ribozym-Molekulen gegenuber 
der Zielsequenz ist notwendig, urn ein registrierbares Ansteigen 
des RNA-Niveaus zu erreichen. Die Produktion von 10^-10* Ribozym- 
Molekulen pro Zelle iiber eine lange Periode hinweg kann jedoch 
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zytotoxische Wirkung haben. Im allgemeinen sind solche hohen 
Expressionsniveaus nicht stabil. Die Notwendigkeit des 
Oberschusses an Ribozymen wird durch die ungeniigende Stabilitat 
der Ribozyme gegeniiber Nukleasen, durch den uneffektiven 
Transport zum Zytoplasma und durch den nicht optimalen Umsatz- 
Faktor der Spaltungsreaktion hervorgeruf en . 

5. Die Kinetik der Spaltungsreaktion und die Fahigkeit der 
Ribozyme, Multi-Umsatz-Reaktionen durchzuf iihren , hangt von den 
Bindungsparametern und der Struktur der komplementaren 
f lankierenden Regionen der Ribozyme ab. Zellulare Proteine 
konnen die Katalyse der Spaltungsreaktion beeinf lussen , 
wahrscheinlich mit Hilfe der Dissoziation des Ribozyms vom 
Substrat der Spaltung, das die Vorstufe zur nachsten Spaltung 
darstellt. Bis heute ist es nicht moglich, die optimale Struktur 
der f lankierenden Regionen fiir ein Ribozym vorherzusagen, um 
hohe Spezifitat und einen hohen Umsatz zu garantieren, 
Insgesamt kann man feststellen, daB trotz vieler Bemuhungen zur 
Konstruktion spezifischer Ribozym-Gene nur Teilerfolge erzielt 
wurden, meist auf der Basis von "trial and error "-Experimenten. 

Die Erfindung hat das Ziel, die Bereitstellung optimaler 
Ribozyme fur beliebige Zielsequenzen zu ermoglichen. Diese 
Ribozyme sollen effektiv exprimierbar , stabil und in vivo 
einsetzbar sein, vorzugsweise fiir die Identif izierung und zum 
Abschalten von Genen bei Erkrankungen. 

Der Grundgedanke der Erfindung besteht darin, das Verfahren so 
zu fuhren, daB eine gesuchte bzw. fiir das Abschalten vorgesehene 
Zielsequenz sich das passendste Ribozym aus einera Angebot von 
Ribozymen mit bekannter Stabilitat und Struktur selbst 
heraussucht- Das wird erf indungsgemaB dadurch realisiert, daB 
eine Ribozym-Bibliothek angelegt wird, die aus einer optimierten 
Expressionskassette besteht, welche 10' bis lo^" Ribozymgene 
enthalt. Diese Ribozyme setzen sich aus einer zentralen 
Hammerhead-Struktur definierter Sequenz und f lankierenden 
Sequenzen zufalliger Basenfolge zusammen. Die Hammerhead- 
Struktur wird durch ein doppelstrangiges Gen kodiert, in welchem 
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das Hammerhead auf beiden Seiten von f lankierenden Sequenzen 
zufalliger Basenfolge eingeschlossen ist. 

Die doppelstrangige Hammerhead-Region hat bevorzugt f olgende 
Sequenz: CTGATGAGTCCGTGAGGACGAAAC , die f lankierenden Sequenzen 
haben bevorzugt eine Lange von 6-13 Nukleotiden. 

Der Aufbau der erf indungsgemaBen Ribozym-Bibliothek geht von 
synthetischen Oligonukleotiden mit einer Zuf allssequenz von 6-13 
Nukleotiden aus. Diese werden mit der Ribozymsequenz verbunden^ 
in einen Doppelstrang umgewandelt und liber flankierende 
Restriktionsorte in die entsprechende Insert ionsstelle der 
Expressionskassette kloniert. In Abbildung 1 ist der Aufbau der 
Ribozym-Bibliothek schematisch dargestellt , 

Abbildung 2 zeigt schematisch die Anwendung der Ribozym- 
Bibliothek; sie wird nachfolgend am Beispiel des 
Wachstumshormons erlautert. Wachstumshormon hat 150 theoretische 
Spaltstellen (Ribozym-Bindungsorte , Basenfolgen GUC bzw, CUC) . 
Nur einige Spaltstellen werden in vivo zuganglich sein. Diese 
und die dazu passenden effektivsten Ribozyme sollen isoliert 
werden , 

Dazu wird zunachst ein Pool von Ribozym-Genen synthetisch 
hergestellt, wobei eine zentrale "hammerhead" Ribozymsequenz von 
je 13 Nukleotiden zufalliger Reihenfolge flankiert wird. Diese 
Gene werden in einen Expressionsvektor (GvaL) fiir Ribozyme 
kloniert, wobei sie auf beiden Seiten von einer identischen 
Sequenz von 21 Nukleotiden flankiert werden, die eine 
Sekundarstrukturbildung verhindern sollen. Durch die Klonierung 
entsteht eine Bibliothek von ca. 10' Klonen. Zur Isolierung eines 
spezifischen Ribozyms wird das Zielgen in vitro von einem 
geeigneten Konstrukt transkribiert (mit T7-Polymerase oder RNA- 
Polyraerase III) und die erhaltene RNA mit der ebenfalls in vitro 
transkribierten Ribozym-Bibliothek inkubiert. AnschlieBend 
werden die Spaltprodukte elektrophoretisch getrennt . Deutlich 
erkennbare Fragmente werden aus dem Gel prapariert und 
sequenziert , 

Die Sequenz an den Enden der Fragmente erlaubt die Festlegung 
der Spaltstelle und Identif izierung des fur die Spaltstelle 
verantwortlichen Ribozyms. Das betreffende Ribozym wird unter 
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Verwendung von zwei fur seine f 1 anki er enden Sequenzen 
spezifischen Oligonukleotiden aus der Ribozym-Bibliothek ampli- 
fiziert und erneut in den Vektor GvaL kloniert (Beispiel l). 
Die Ribozymaktivitat der Bibliothek wird durch Inkubation mit 
zellularer RNA und deren Degradation nachgewiesen (Beispiel 2). 
Das Vorhandensein von Ribozymen gegen eine bestiitmite Ziel-RNA, 
z.B, hGH, wird durch Inkubation mit einer in vitro trans- 
kribierten RNA nachgewiesen (Beispiel 3). Die Lokalisierung der 
Spaltstellen erfolgt durch Isolierung von Fraginenten der 
gespaltenen Ziel-RNA und deren Sequenzierung (Beispiel 4). 
Die Spezifitat und Effektivitat der aus der Bank isolierten und 
reklonierten Ribozyme wird durch deren Inkubation mit der Ziel- 
RNA bestimmt (Beispiel 5). 

Die biologische Wirksamkeit, d.h. die Ausschaltung der Funktion 
der Ziel-RNA in vivo, wird durch Transfektion des reklonierten 
Ribozyms mit dem Zielgen in geeignete Zellen (z.B. CHO) und 
nachfolgende Bestimmung der spezifischen Proteinsynthese (z.B. 
hGH-Sekretion) ermittelt (Beispiel 6) . 

Die Erf indung soil nachf olgend im einzelnen durch 
Ausfuhrungsbeispiele naher erlautert werden, 

Beispiel 1: 

Die Strategie ist schematisch in Abb . 3 dargestellt . Der 
mittlere Teil der Abbildung zeigt die Struktur des vorgesehenen 
Ribozympools, der obere die aktuellen Sequenzen der zwei Oligo- 
nukleotide, die angelagert und zur Bildung von doppelstrangigen 
Ribozym-Genen aus der Bank verlangert werden. Das entstehende 
Fragmentgemisch wurde in die Gval-Kassette als Xhol-Nsil- 
Fragment einkloniert, Eine Bibliothek von 10' verschiedenen 
Varianten wurde geschaffen. Die Ribozyme wurden in vitro 
entweder durch T7-Polymerase oder polIII von einem HeLa-Extrakt 
synthetisiert, Als Zielsequenz wurde RNA von CHO-Zellen benutzt, 
welche das hGH-Gen stabil exprimiert (5000 RNA-Kopien/Zelle ) . 
Gereinigte RNA wurde mit der in vitro synthetisierten Ribozym- 
Bibliothek inkubiert, Nach der Reinigung der Spaltprodukte an 
einer oligo-dT-Saule wurde das 5'-Ende der stromabwarts- 
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Spaltprodukte mittels RACE-Technik wie folgt analysiert: Nach 
der reversen Transkription nit oligo-dT-Priinern werden die cDNAs 
am 3'-Ende rait dG verbunden, init einem oligodC araplifiziert und 
init hGH-spezif ischen Primern behandelt, in pGEMT (Promega) 
einkloniert und sequenziert. Die Sequenzen sollten uninittelbar 
stroraabwarts von der NUH-Erkennungsseite (GUC, CUC) innerhalb 
der hGH-RNA starten . Das Gen fur das Ribozyra, das die Spaltung 
eines ausgewahlten Ortes bewirkte, wurde durch PGR aus der 
Ribozym-Plasmid-Bibliothek araplifiziert , wobei spezif ische 
degenerierte Priraer fur die f lankierenden Regionen der Ribozyra- 
Gene verwendet wurden. Nach Araplif ikation wurde das entstandene 
Fragment zwischen die PstI- und Sall-Orte des Vektors GvaL 
kloniert. Unter den seguenzierten 50 Klonen wurden fur drei 
Ribozyra-Spaltorte Ribozyme rait unterschiedlich langen Flanken 
(7-13 Nukleotide) gef unden ( Abb. 3, unten). 



Beispiel 2: 

Die Spaltung von zellularer RNA wurde bei physiologischem pH 
(SOraM Tris-Cl, pH 7,5) bei 37^C innerhalb einer Stunde rait oder 
ohne vorhergehende Hitzedenaturierung (90 sec bei 95*0 in einem 
15 Ml Reaktionsgef aB durchgef uhrt . Folgende Ansatze wurden 
gewahlt : 

1./2. Gereinigte Total-RNA (l/ig/Probe) als 2iel. Ribozyrae GvaLRz 
als T7-Transkript, in vitro-Transkript von GvaL diente als 
Kontrolle, 

3. Zytoplasmatische RNA/Protein-Fraktion als Ziel. lO'^ Zellen 
wurden im SOraM Tris-HCL (pH 7,5) 10 min in Eis lysiert, in 
flussigem Stickstoff eingefroren, aufgetaut bei 37'c, und die 
Kerne wurden durch Zentrif ugationn entfernt. Als Ribozyra wurde 
ein T7-Transkript von GvaLRz (lO^tg) verwendet. 

4. Zytoplasmatische RNA als Ziel. Das Ribozym wurde durch pol 
III-Transkription (2/ig/Probe) hergestellt. 

Die deutlichsten Spaltungen werden rait T7-Transkripten und 
totaler bzw. auch zytoplasmatischer RNA erhalten. 
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Beispiel 3: 

Spezifische in vitro-Spaltung von hGH-mRNA durch Ribozym aus der 
Bibliothek. 

Totale Oder zytoplasinatische RNA-Praparationen aus hGH- 
produzierenden Zellen werden mit Ribozymen aus der Bibliothek 
inkubiert, die entweder mit pol III oder T7-Polyinerase 
transkribiert wurde, hGH-spezif ische 3 '-Fragmente werden 
revers transkribiert and durch PGR amplif iziert . Die PCR- 
Bedingungen werden so gewahlt, daB hauptsachlich Fragmente 
>1000bp entstehen. PCR-Produkte werden auf einem 6% PAA-Gel 
aufgetrennt. Marker fur die FragmentgroSe werden auf der linken 
Bahn aufgetragen. Es wurden 6 spezifische Banden gefunden, deren 
korrespondierende Fragiuentlange mit einer in 4 Exonorten (E1-E4) 
und 2 Intronorten (11,12) korrelieren. Es ist f estzustellen , daB 
T7 pol Transkripte leichter nachzuweisen sind und daB es mehr 
Spaltstellen in Total-RNA gibt als in zytoplasmatischer RNA. 

Beispiel 4: Lokalisierung von Ribozym-Spaltorten innerhalb von 
hGH mRNA 

Die Fragmente E1-E4 und 11,12 werden aus dem Gel geschnitten, 
gereinigt und in pGEMT einkloniert. Von jedem Fragment werden 20 
Klone seguenziert. Etwa 50% der Klone starten entweder an einem 
cue- Oder einem GUC-Ort . Die anderen 50% reprasentieren 
wahrscheinlich Abbauprodukte . 

Die Spaltorte gemaB den Fragmenten sind in der Sequenz von hGH 
enthalten.El: 1017 (Exon IV), E2: CTC 1401 (Exon V), E3 : CTC 
1422 (Exon V), E4 : CTC 1441 (Exon V), E5 (stammt von einem 
gesonderten Experiment): GTC (Exon IV) , 12: CTC 1099 (Intron 
IV), II: GTC (Intron IV)(Abb.4). 

B, Mit dem Programm HUSAR, MFOLD, wurde eine graphische 
Darstellung mit PLOTFOLD erhalten (Abb. 5). 

Beispiel 5: Spaltung in vitro von hGH-spezif ischer RNA durch 
Ribozyme aus der Bibliothek 

A. Spaltung mit 3 verschiedenen selektierten Ribozymen. Die 
Ribozyme werden mit T7-Polymerase von jeweils einem selektierten 
Klon umgeschrieben und mit in vitro transkribierter hGH RNA der 
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gleichen Molaritat (beide lOOnM) fur 20 min bei 37°C ohne 
Hitzedenatur ierung inkubiert. Proben werden auf ein 
denaturiertes 6% PAA-Gel aufgebracht. Die entstehenden 
Bruchstiicke haben die erwartete GroBe (El: 1017, 646; II: 1099, 
564; E5: 952,711). 

B. Spaltung von hGH RNA durch El-Ribozym mit verschiedener Lange 
der komplementaren Regionen. Die Inkubation erfolgte wie in A. 
Die Fragmentabtrennung erfolgte auf einem 4% denaturiertem PAA- 
Gel, Die Lange der komplementaren Region des El-Ribozyms betragt 
26=13/13, 21=10/11 bzw. 15=8/7 (Abb. 3, unten ) . Es ist festzu- 
stellen, daB die 2 spezifischen Spaltprodukte nur nach 
Inkubation mit Ribozymen in der Gegenwart von Magnesium 
nachweisbar sind. Die effektivste Spaltung ist bei der kurzesten 
Koraplementaritat zu finden (15=8/7). 

Beispiel 6: Effekt der Ribozymexpression in vivo auf das Niveau 
der hGH-Sekretion 

Die Transfektion von CHO-Zellen erfolgte gleichzeitig mit 
pCMVhGH, Ribozymen Oder Kontrollkonstrukten und pSV2neo. Die 
Kurzzeit-Expression wurde nach 3 Tagen und die stabile 
Expression nach Selektion mit Geneticin nach 4 Wochen getestet. 
Das hGH-Niveau wurde init ELISA ( Nachweisgrenze 3ng/ml ) 
f estgestellt. Das Niveau des erhaltenen hGH mit pCMVhGH +GvaL 
wurde als 100% angesetzt(Kurzzeit : 7 /ighGH/ml/24hrs ; stabile: 
2/ig hGH/ml/24hrs) . 

Die Resultate eines typischen Experiments sind in Tabelle l 
zusammengestellt . 
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Patentanspriiche 

1 . Ribozyra-Bibliothek , 

bestehend aus 

einer optimierten Expressionskassette , welche Ribozym-Gene 
enthalt, die aus einer zentralen Hammerhead-Struktur definierter 
Sequenz und f lankierenden Seguenzen zufalliger Basenfolge 
bestehen. 

2. Ribozyin-Bibliothek nach Anspruch 1, 

dadurch gekennzeichnet , 
daB die optiiaierte Expressionskassette einen T7-Proinoter , ein 
adenovirales va-RNA-Gen und eine stabile Loop-Region enthalt. 

3. Ribozym-Bibliothek nach Anspruch 1 und 2, 

dadurch gekennzeichnet, 
daB sie 10* - 10" Ribozyro-Gene enthalt. 

4. Ribozym-Bibliothek nach Anspruch 1-3, 

dadurch gekennzeichnet , 
daS die zentrale Haimerhead-Struktur eine doppelstrangige DNA 
der Sequenz CTGATGAGTCCGTGAGGACGAAAC umfafit. 

5. Ribozym-Bibliothek nach Anspruch 1-4, 

dadurch gekennzeichnet, 
daB die f lankierenden Sequenzen auf beiden Seiten der 
Haramerhead-Struktur je 6-13 Nukleotide umfassen. 

6. Verfahren zur Herstellung der Ribozym-Bibliothek, 



daB synthetische Oligonukleotide mit einer Zuf allssequenz von 6- 
13 Nukleotiden und der Ribozymsequenz hergestellt, in einen 
Doppelstrang umgewandelt und uber flankierende Restriktionsorte 
in die entsprechende Insertionsstelle der Expressionskassette 
kloniert werden. 



dadurch gekennzeichnet. 
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7. Verfahren zur Verwendung der Ribozyn-Bibliothek , 
dadurch gekennzeichnet , 



da6 man das die gewlinschte Zielsequenz enthaltende Material mit 
der Ribozym-Bibliothek inkubiert, die erhaltenen Spaltprodukte 
identif iziert and die fur die Spaltung verantwortlichen Ribozyme 
isoliert , 

8. Verwendungs verfahren nach Anspruch 1 , 

dadurch gekennzeichnet , 
daB als Material 

- in vitro transkribierte RNS, 

- Total -RNS Oder 

- zytoplasmatische RNS von Zellen 

eingesetzt und die Inkubation in Anwesenheit von lOOMm Mg-Salz 
durchgefiihrt wird. 

9. Verwendungsverf ahren nach Anspruch 1 , 

dadurch gekennzeichnet , 
daB die Identif izierung der Spaltprodukte durch die PCR-Reaktion 
mit genspezif ischen Priraern und nachfolgende Gelelektrophorese 
erf olgt . 

10. Verwendungsverf ahren nach Anspruch 7, 

dadurch gekennzeichnet , 
daB die fur die Spaltung verantwortlichen Ribozyme durch 
Ausschneiden der Spaltprodukte aus dem Gel und nachfolgende 
Sequenzierung der Spaltstellen identif iziert werden. 

11. Verwendungsverf ahren nach Anspruch 7, 

dadurch gekennzeichnet , 
daB das als wirksam erkannte Ribozym aus der Bibliothek durch 
Hybridisierung mit 2 fiir dieses Ribozym spezifischen 
Oligonukleotiden isoliert und als Expressionsklon verwendet 
wird. 
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Abb. 1: Erstellung der Ribozym-Bibliothek. 
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zellulare RNA Ribozym-Bibliothek 

(A)n 



\ / 

in vitro Spaltung 





5' NUH 5- 


5' 




NUH ^ 


S' 


K/lIt-| 5' 





'A)n 
An 
An 
'An 



Umkehrtranskription (oligo-dT-Primer) 

(A)n s- (A)n 



(A)n 



3-GGGG. 



3' tailing (dG) 

I I I I M 5- 31GGGG I I I i I I 5' 3'GGGG- 



■ I I I I 1 I 5' 



^ CCCG primer 
3'GGGGi; 



PGR 

S'cCCCpr S'CCCCpr 

I I I I I [ £- 3GGGG TTTTTT5' 3*GGGG— 



TTTTTTS- 



spec, primer 



spec, primer 



spec, primer 



I 

Fragment-lsoiierung 
Sequenzierung 

I 

Ampliftkation von Ribozymen 
aus der Bibliothek 



Abb. 2: Anwendung der Ribozym-Bibliothek. 
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5'GTGTACGGCGCCIC^ TGACAGCAACGTC3' 
3' TG CTGCAT m^^CCGCGGA 5 ' 3'ACTGTCGNm^l43A£CG:GC5' 
Nsil Xhol 



Nsil 



3 • G ACGTAhlsmilvmvNGA hmisIsN^WvrilsCTCG AC 5 ' 

* c ^ Xhol 

G G 
C.G T ^ 
A.T 
G.C 
G* C 
A G 
G T 



EU13/13) 3" 
El(10/11) 3' 
EH8/7) 3" 



5 \BTGTACGGCGC£IC 
GACGTA ICAGATGeCGGGGAI 
GACGTA AGAgieleSSeSSl 
GACGTA G AATAgS22S2Sa 

A 
® 



Nsil 



TGACAGCAACGTC 3' 
l^GTGTGG-m-GQ AGJCTCGAC 5' 

lAGTGTGGT-TGg CA CTCGAC5' 
[AT^rfTT^ GAATC CTCGAC 5' 
c , Xhol 



G 

C*G 
A.T 
G*C 
G* C 



G T 



Abb. 3: Sequenz hGH-ortsspezifischer Primer (oben); 

Sequenz der Ribozyme aus der Bibliothek (mitte); 

Sequenzen von drei aus der Bibliothek isolierten Ribozymen 

(unten). 
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Abb. 4: 



hr w n^MA^'"^' "^fj.'^f hGH-Gens. Identifizierte Spaltorte in der 
hGH-RNA sind mit Pfeilen gekennzeichnet. Die mRNA-kodierende 
Sequenz ist unterstrichen. 
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Abb. 5: Sekundarstruktur der transkribierten hGH-pra-mRNA im Bereich 
der in Abb. 4 gezeigten Teilsequenz. Pfeile zeiqen die 
identifizierten Ribozym-Spaltorte. 
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The object of the invention is to allow the production of optimum ribozymes for any desired target sequence. It should be possible to 
effectively express and use in vivo these ribozymes. preferably to identify and neutralise genes for the treatment of diseases. The invention 
has applications in molecular biology, genetic engineering and medicine. For that purpose, a ribozyme library is constructed that conuins 
10^-10" ribozyme genes in an optimised expression cartridge. The ribozyme genes consist of a central Hammertiead structure having a 
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preferably contain 6-13 nucleotides. In order to use this ribozyme library, it is incubated with a material containing the desired target 
sequence, the thus obtained split products are identified and the ribozymes responsible for the splitting arc isolated. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung hat das Ziel, die Bercitstellung optimaler Ribozyme far belicbige Zielsequcnzcn zu ermOglichcn. Dicsc Ribozyme sollcn 
effektiv exprimierbar und in vivo cinsetzbar sein. vorzugsweisc fUr die Indcntifizierung und zum Abschaltcn von Gcnen bci Erkrankungcn. 
Anwendungsgebiete der Erfindung sind die Molekularbiologic, die Gcntcchnik und die Medizin. Erfindungsgcmafl wird eine Ribozym- 
Bibliothek aufgebaut, die in eincr optimierten E x press ions kassette 10^-10'* Ribozym-Genc enthaii. Diese Ribozym-Gene bestchen aus einer 
zcntralen Hammerhead -Struktur deftniertcr Sequcnz und flankierenden Sequenzen zufilligcr Basenfolgc. Die flankiercnden Sequcnzen auf 
bciden Seiten der Hammerhead -Struktur umfassen bcvor7Ugt 6-13 Nukleotide. Die Verwendung dicscr Ribozym -Bibliothek crfolgt durch 
Inkubation mit dem die gcwtlnschte Ziclsequenz enthaltcnden Material. Identifizicrung der erhaltcncn Spaltproduktc und Isolicrung der fiir 
die Spaltung veranrwortlichcn Ribozyme. 
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Aamcldedaaun verdfTcnUichi worden in 

*L' Verofraitlictiiait, die neicnct i*U cinen Pnontataantpruch zwofdhaft cr- 
•dmncn zu lancn, oder ourch die das VerofTcntlichtmgiidatufn eincr 
andcren im Rcchcrchenbcncht fcnaontcn VcrdfTcnUichunf belegi wcrden 
•oil Oder die aui cmcm andcren beaondcren Grund an(efcbcn ift (wie 
ausscfutvt) 

'O* Vcr&(Tcndichun(. die nch auf cine mundUche OfTenbarun^, 

cute Bcntimng, one Autndttsig odcr andere Maflnahmen beacht 

*P' Vcrofrendichunc. (ke vor dem irHcmaDonalcn Anmcldedatum* aber nach 
dem bcanipruefiicn PnontAadatuni vq^ffenUichi worden lit 



T* Spaterc VcrbfTentlichunc, ckc nach dem mtffnaaooaJen Anmfid r rte n i m 
Oder dem Pnontandatum vcrbfTentlicht worden iit und mit der 
Anmeidung nicht kolhdiert, aondcm nur zianVervtandDtt dct dcr 
Erfindung zugrwdebcfcndcn Pnnope odcr dcr ihr zucrundcUegcnden 
Theonc anfcgeben ist 

'X' VcrdfTcndichung von bctoodcrcr Betkutunc Ac beampnichu Erfindung 
kann allcin aufjpnd dieaer VcrAfTendichtaic nicht ali neu odcr auf 
crfindcnicher langkat beruhoKl betrachtct wcrden 

'Y* VcrofrenUichung von bciandcrer Bedeutung; die beanspruchu Erfindung 
kann nicht als auf erfinderucher Taogkcit bcruhcnd betrachtct 
wcrden. wcnn die Vcrbffcntlichung nut ancr oder mchrcrcn andcren 
Verb flenti I chungcn dioer Kautonc in Vcrbrnduna gcbr»c*»i wird i«id 
chete Vcrbindung fur anen Facnmann naheiicycnd ut 

*A' VerofTentlichunf, chc Mit^licd dmclbcn Patentfamlic ifC 
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